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第 1 章  序 論  
 HRI (heme-regulated inhibitor)は、eIF2α  α-subunit of eukaryotic initiation factor 2) を基
質 とする eIF2αキナーゼファミリーに属 するヘムタンパク質 である。マウス HRI は 619 残 基 からなり、
N 末 端 のヘム結 合 ドメインと eIF2αキナーゼドメインの 2 ドメイン構 造 をとっている。HRI は主 に赤
血 球 の前 駆 体 、網 状 赤 血 球 において発 現 し、細 胞 内 のヘム濃 度 によってそのキナーゼ活 性 が
制 御 されている。細 胞 内 ヘム濃 度 が減 少 すると、HRI は自 己 リン酸 化 によって活 性 化 し、eIF2α
のリン酸 化 を行 う。リン酸 化 型 eIF2 は eIF2B と強 固 に結 合 し、そのグアニンヌクレオチド交 換 反
応 を阻 害 することで、タンパク質 の合 成 を翻 訳 開 始 段 階 で停 止 させる。このようにして、HRI は網
状 赤 血 球 中 でヘム濃 度 に依 存 してヘモグロビンの合 成 を調 節 している。最 近 になって、一 酸 化
窒 素 (NO)によっても HRI が活 性 化 し、eIF2αのリン酸 化 を行 い、翻 訳 抑 制 が起 こることが明 らか
となった。  
 HRI の研 究 は 1960 年 代 に始 まるが、HRI の活 性 制 御 に関 する分 子 機 構 については現 在 まで
ほとんど明 らかになっていない。また、精 製 タンパク質 を大 量 に得 るのが難 しいことから、ヘムタン
パク質 としての性 質 に着 目 した分 光 学 的 な研 究 はほとんどなされていない。そこで、本 研 究 では、
単 離 された N 末 端 ヘム結 合 ドメイン(NTD)のヘム周 辺 構 造 に関 する情 報 を、吸 収 スペクトル、共
鳴 ラマンスペクトルの解 析 、及 び一 酸 化 炭 素 (CO)結 合 反 応 の速 度 論 的 解 析 から得 た（第 2 章 ）。
次 に、全 長 型 HRI におけるヘムの軸 配 位 子 構 造 を吸 収 スペクトル、電 子 スピン共 鳴 (ESR)スペ
クトル、及 び共 鳴 ラマンスペクトルの解 析 から推 定 するとともに、NO による HRI の活 性 化 機 構 を
初 めて分 子 論 的 に明 らかにした（第 3 章 ）。最 後 に、HRI の活 性 制 御 機 構 について現 在 までに
提 案 されているモデルと本 研 究 によって考 えられたモデルとの比 較 、および NO センサーとしての
HRI の構 造 と機 能 の関 係 について検 討 を行 った（第 4 章 ）。  
 
第 2 章  HRI N 末 端 ヘム結 合 ドメインの CO 結 合 に関 する研 究 ：速 度 論 と共 鳴 ラマンスペクトル  
 HRI の N 末 端 ドメイン(アミノ酸 残 基 1–138)にはヘムが結 合 すると報 告 されているが、そのヘム
周 辺 構 造 についての詳 細 な情 報 はこれまでに得 られていない。そこで、CO をプローブとして用 い
た速 度 論 と共 鳴 ラマンスペクトル測 定 から NTD のヘム周 辺 構 造 をミオグロビン(Mb)の場 合 と比
較 しながら検 討 することにした。  
 吸 収 スペクトルの結 果 から、Mb の場 合 と異 なり、NTD の鉄 3 価 、鉄 2 価 はともにヒスチジン
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(His)がヘムの両 側 から配 位 した構 造 をとると推 定 された。また鉄 2 価 NO 結 合 型 では、6 配 位
NO 型 の吸 収 スペクトルを示 した。一 方 、CO 解 離 速 度 定 数 (0.0030 s–1)は Mb と大 きな差 は無
いものの、結 合 した CO の安 定 化 には疎 水 的 相 互 作 用 が重 要 な役 割 を果 たしていることが示 唆
された。CO 結 合 速 度 定 数 (0.0029 µM–1s–1)が Mb に比 べて約 200 倍 も遅 いことから、CO の接
近 経 路 （access channel）は Mb と比 べて大 きく異 なっていると考 えられる。  
 
第 3 章  NO による HRI の活 性 化 は 5 配 位 NO ヘムを形 成 することによって誘 導 される：吸 収 、
電 子 スピン共 鳴 、及 び共 鳴 ラマンスペクトルによる研 究  
 全 長 型 HRI を用 いた分 光 学 的 研 究 は現 在 までほとんど報 告 されていない。また NO よる HRI
の活 性 化 についての報 告 があるが、これは HRI が他 のタンパク質 と複 合 体 を形 成 した状 態 での
研 究 のため、HRI が NO によって直 接 的 に活 性 制 御 がされるかどうかは不 明 である。そこで、本
研 究 では、全 長 型 HRI を大 量 発 現 し、単 離 精 製 を行 い、1) 各 種 分 光 学 を用 いてヘム周 辺 構
造 を NTD と比 較 しながら明 らかにすること、2) NO による HRI 活 性 化 の分 子 機 構 を明 らかにする
ことを目 的 として、吸 収 、ESR、及 び共 鳴 ラマンスペクトルの測 定 、及 び in vitro キナーゼ活 性 の
測 定 を行 なった。  
 まず、大 腸 菌 を用 いた全 長 型 HRI の大 量 発 現 を構 築 し、精 製 方 法 を確 立 した。得 られた HRI
はヘムによって活 性 阻 害 が見 られること、ヘムとタンパク質 が 1:1 で結 合 していることが確 認 され
た。  
1)  全 長 型 HRI の軸 配 位 子 構 造  
 吸 収 、及 び ESR スペクトルの結 果 より、鉄 3 価 では、ヘムにシステイン(Cys)と H2O が配 位 した
状 態 と、Cys と His が配 位 した状 態 との平 衡 にあると推 定 された。鉄 2 価 では Cys と His が配 位
した状 態 にあり、CO を添 加 すると Cys が解 離 して CO が配 位 し、最 終 的 には His と CO が配 位
した型 になることが示 唆 された。一 方 、NO を添 加 すると、5 配 位 の NO ヘムを形 成 し、Cys と His
は解 離 することが示 唆 された。これらの全 長 型 HRI で得 られた結 果 を、NTD で得 られた結 果 と
比 較 すると、鉄 3 価 と鉄 2 価 NO 結 合 型 において軸 配 位 子 構 造 が異 なっていることが明 らかに
なった。これは NTD では C 末 端 のキナーゼドメインを削 ったことによって、タンパク質 構 造 が大 き
く変 化 した効 果 によると考 えられる。  
2)  HRI の NO による活 性 化 機 構  
 HRI の活 性 について eIF2αを基 質 とした in vitro キナーゼ活 性 測 定 を行 ったところ、ヘム鉄 の
酸 化 還 元 状 態 と軸 配 位 子 の違 いによって活 性 が異 なっていた。鉄 価 での活 性 を基 準 とした
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相 対 活 性 は、鉄 2 価 では 2.4 倍 、鉄 2 価 NO 結 合 型 では最 大 5 倍 にまで上 昇 した。一 方 、鉄 2
価 CO 結 合 型 では、鉄 3 価 の場 合 とほぼ同 じ程 度 の活 性 しか示 さなかった。また、ヘムを含 まな
いアポ型 HRI を用 いて NO による効 果 を調 べたが、アポ型 では HRI の活 性 は NO によってむし
ろ阻 害 された。従 って、HRI はヘムをセンサーとして用 いて、ヘム鉄 の酸 化 還 元 状 態 と軸 配 位 状
態 の違 いを認 識 し、キナーゼ活 性 の調 節 を行 っていることが示 唆 された。さらに HRI の NO によ
る活 性 化 には、ヘムを介 した 5 配 位 NO ヘムの形 成 、それに伴 う内 在 性 ヘム軸 配 位 子 (Cys と
His)の解 離 が必 要 であることが初 めて明 らかとなった。  
第 4 章  考 察  
 NTD と HRI とでは軸 配 位 子 構 造 が異 なっていることから、NTD とキナーゼドメインとの分 子 内
相 互 作 用 が HRI のヘム軸 配 位 子 構 造 に重 要 な役 割 を果 たすと推 定 される。また、HRI の軸 配
位 子 は NTD とキナーゼドメインに 1 つずつ存 在 し、ヘムを挟 み込 むような形 をとると推 定 される。
さらに、ヘムに NO が結 合 することで生 じる内 在 性 ヘム軸 配 位 子 の解 離 は、ヘムが HRI から解 離
した状 態 と類 似 した状 態 とも考 えられるため、ヘム濃 度 の減 少 による HRI の活 性 化 も同 様 の機
構 により引 き起 こされる可 能 性 が示 唆 される。  
 NO による HRI の活 性 化 がヘムを介 した構 造 変 化 と直 接 関 係 していることから、HRI はヘムセン
サータンパク質 と言 うことができる。この NO による活 性 化 は、既 知 の NO センサータンパク質 であ




 五 十 嵐 城 太 郎 提 出 の論 文 は、ヘム制 御 eIF2αキナーゼ（HRI）の活 性 調 節 機 構 についての
解 析 が行 われた。赤 血 球 におけるヘモグロビン合 成 が健 全 に維 持 されるためには、ヘムとグロビ
ンタンパク質 の生 産 がうまく調 和 している必 要 があり、このバランスが崩 れると貧 血 に陥 る。HRI は
グロビンタンパク質 の生 合 成 を翻 訳 開 始 段 階 で調 節 するプロテインキナーゼである。しかしなが
ら、 HRI は赤 血 球 系 特 異 的 ではなく、広 範 な組 織 で発 現 し、ヘム欠 乏 以 外 に一 酸 化 窒 素
（NO）に応 答 した翻 訳 調 節 に関 わる可 能 性 が示 されている。従 って、この HRI の活 性 調 節 機 構
を解 明 することは、ストレス応 答 時 のタンパク質 翻 訳 調 節 機 構 を解 明 する上 で重 要 な意 義 を持
っている。  
 本 研 究 では、大 腸 菌 を使 った HRI の大 量 発 現 系 を確 立 し、HRI のヘムタンパク質 としての性
質 に注 目 した各 種 分 光 学 的 測 定 （吸 収 、共 鳴 ラマン、電 子 スピン共 鳴 スペクトルなど）と酵 素 活
性 測 定 を行 うことによって、HRI におけるヘムの役 割 についての構 造 機 能 相 関 の解 析 を行 った。  
 本 研 究 で明 らかになった知 見 は、（１）HRI とヘムは 1:1 に結 合 し、その際 軸 配 位 子 の 1 つがシ
ステインであることを明 らかにした。この結 果 はヘム結 合 ドメインのみを単 離 した場 合 とは異 なるこ
とが示 された。（２）HRI の NO による活 性 化 には、他 とタンパク質 との相 互 作 用 は必 要 とせず、む
しろヘムを必 要 とすることを示 した。（３）NO がヘムに結 合 することで、HRI は 5 配 位 NO ヘム錯 体
を形 成 し活 性 化 することを明 らかにしたことである。  
 さらに筆 者 はこれらの知 見 から、HRI が新 規 の heme-based NO センサータンパク質 であることを
提 案 している。また、HRI におけるヘムの軸 配 位 子 構 造 のモデルと、NO による HRI の活 性 化 機
構 からヘムの解 離 による活 性 化 機 構 を説 明 できるモデルを提 示 している。いずれもヘム結 合 部
位 での構 造 変 化 が HRI の活 性 制 御 に重 要 な役 割 を果 たしていることを示 唆 するものである。こ
れらの研 究 成 果 ならびに提 示 されたモデルは、今 後 の研 究 に大 きく貢 献 するものと考 えられる。  
 以 上 の結 果 、著 者 が自 立 して研 究 活 動 を行 うに必 要 な高 度 の研 究 能 力 と学 識 を有 することを
示 している。したがって，五 十 嵐 城 太 郎 提 出 の論 文 は，博 士 （生 命 科 学 ）の博 士 論 文 として合
格 と認 める。  
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